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Ixi pr^Bte invention conceme un proc£d£ miaobiolc^que pour 
pr|6paratifm de la s^rum albumine liumaine (SAH) par culture d'une levure, parti- 
culi&rement du genre lauyveromyces^ modifiie par I'utilisation des techniques de 
rADN recombinant 

lii SAH est une prot£ine de 585 acides amines, d'un poids mol£culaire 
de 66J)00daltons, se prfsentant sous fonne monomire globulaire et non gIyoosyl£e. 
. Sasmicti|iegIobulaireestmaintemieparl7pontsdi^^ 
quentieUe de 9 boudes doubles \ Les gdnes codant pour la SAH som connus pour 
£tre hautement poiymoipbes et phis de 30 variants g6n£txques apparemment 
di£F6rents ont 6x6 rep6rfe par analyse £leGtrophor6tique dans des conditions varices'. 
Le gtee de la SAH est cdup6 en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 nnddoddes du site de 'cappin^f suppose jusqu^au premier site d'addition de 

L'albumixielnunaineestsynth6tis6edamte 
86a<t££ dans le flux sangniaCest laprot£xnelapIusabondantedusangavecune 
coxioentrationd'envinmM ily a done environ 160 gtfalbumine 

diculante dans teooipsfaumain ft tout moment LerdlelepIusitoponantdelaSAH 
est de maintenir une osmoIarit£ nonnale du fhn Mng»m eqc pr£sente £galement 
one capadt6 exceptionnelle de liaison pour diverses substances et joue un r61e aussi 
baen dans le tran^rt endog&ne de molecules hydrophobes (tels que les st6roides et 
les selsbiliaires) que dans celui de difKrentes substances th6rapeutiques qui peuvent 
aiisi ttic transportfes k leurs sites d'action re^ctifs. De plus, la SAH a 6l6 rdoem- 
ment inq>liqttge dans le catabolismc des prostaglandines. 

La ^tb^ de SAH dans les b£patbocytes conduit d'abord ft un pr6- 
curseur, la prfipro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 addes aminis 
dirigeant le polypeptide naissant dans la vme de la s6cr£tion. Cette s£quence signal 
estooi96e,iirobablement par un processus co-translationnel, avant quelaprot£ine 
ne soit rekrguie du r£ticnlum endoplasmique. Ce premier dtvage prottolytique 
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donne le pr£curseur pro-SAH qui contient encore k son extr6xnit£ N-tenninale, un 
hexapeptide (Arg-GIy-Val-Phe-Arg-Arg) qui tfest pas nonnalementpr&ent dans la 
forme mature de la SAH drculante. 

Une convertase, probablement situ£e dans le coxps de Golgi, enl&ve 
5 le propeptide au cours d'une deuxiftme £tape de prot^olyse en coupant le peptide li6 
h la partie N-tenninale de Tadde aspartique de la SAH ^ \ Toutefois, la pro- 
albuminehumaine immature peut repr&enter lamoitifi de celle du flux sanguin chez 
de rares individus b£t£rozygotes qui portent ime mutation b£r£ditaire dans la 
sequence du propeptide, voire mSme de toute Talbumine chez certains bomos^o^ 

10 tes extr^mement rares K Uun de ces variants est d6sign6 sous lenom deproalbumine 
Christcfaurcb et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- dans 
lequelIa5ubstitutionAig~^— > GInempedielacoupuredu propeptide ainsimut£^ 
D'autresvariantsappelisproalbumine UDe^ etTakefu'ont le^ectivementles se- 
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Aig-His-Asp et Arg-GIy-Val- 

15 Pbe-Arg-Pio-Asp. Dans cbacun des cas, la mutation observde conceme la paire des * * 
addes aminds basiques Arg-Arg qui prdc&de immddiatement Talbumine bumaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine K 

La coupure apr^ we paire d*addes aminfe basiques est un point 
essentiel dans la maturation d'autres prot6ines, y compris dliormones peptidiques, 

20 de neuropeptides et des protfiines du plasma autres que la SAH \ R£cemment» il 
a 6x6 ddcrit que la convertase qui coupe la proalbmnine en albumine dans le foie est 
probablement tris prodie de la protease yscF de la levure \ Cettc thiol protease, 
caldum ddpendante, est cod£e par le g&ne KEX2 de^. cerevisiae et est probable- 
ment li£e & la membrane de Fapparefl de Golgi. Elle est connue pour itre impliqude 

25 dans la maturation de la phdromone appele facteur alpha et dans celle de la toxine 
Tdller", puisque les mutants kex2 de S. cerevisiae sont incapables de couper les pro- 
protdines respectives au niveau du couple d'addes amines basiques Lys-Arg De 
plus, on peut d£montrer que I'enzyme de levure codfe par le g&ne KEX2 reconnait 
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. , coirectement et coupe la pFOSfiquence normale (Arg-Ars) de ralbiunine in vi'trn, 

ma& tt coupe pas la pros&pience mut6e (Arg-Gln) de la proalbumine Christ- 

diurcb^. Uiie cocvertase axialogue &laprot£aseyscF a 6t£ r£ceo^ 

. cod£e paur le gine KE2Q de lacds " • Au vtt de ce r£s^ 

.. 5 pourmatiTOCorTectementralbummebi^ 

test6e. . . 

L'albumme. Tq>r£sente 40 % du mardid mondial des prot^ines 

plasmatiques. Son int£rtt commercial r^de dam le &it que ce produit est large- 

tnent utilis6, par exexxq>le, dans des solute dits de remplissage pour compenser les 

10 pertes de sang au cours d'acte chirurgical, d^acddent ou dliimorragie, et k des doses 

pouvant atteindre plusienrs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu*&pr6sent,laSAH estg6:i£Falementproduiteparlcstechmques 
rftt^ipi^ ii<> fcarrinrnigmgnt Ai pIflMM pTOvepflnt de dons de sang la consomma- 
tim Tnon^"^^ mrmfXift plACTna itantvoisine de9^ x 10^ litres. Ellepeutaussi 
15 Ctre extraite dn placenta faumain selon la tecbnique d£crite par J. Liautaud et aL " 
Le d^vdoppement du gdnie g6n£tique et des nouvdles techniques 
d'extractionietdepunficationaouvertlapossibiUtdd'obtenirdesprodm 
de plus hante puret^ de meiDeure stability sans contamination virale (par exemple 
b£patite B et SIDA) et & un prix de revient phis &uble. Toutefois, aucun proc£d6 assez 
20 perf orxnant bas6 sur le g6me g€n6tique n'est aujourdlmi connu permettant d'obtenir 
la SAH & r^cbeUe industrieDe dam des conditions icQnonuquenaen^ 

Ced est essentiellement dfi krabsexioe d\m coi^le bOte/vecteur per- 
formant qui pemette la production inqportanted^unealbuminesicritfe, CO . 
ment maturte, possidant une structure tertiaire oonforme et ayant les propri6t6s 
25 pbysiiDOHdiimiquesderalbuminehuniainen^ 

Mime si l^itilisation de culturm de ceDules de mammif&res pent ap- 
pahdtre C0|qDm3e le cboix idial pour re3q>ression des prot6in^ 
revient jftm tel proc6d£ serait bien supirieur au prix de vente de ralbumine 
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pharmaceutique'^. Comme ce produit est en g6n£ral present par dizaines de 
grammes et & un coiit tr^s bas; la production biotechnologique de la SAH n^apparait 
realisable qu'avec des syst&nes de fermentation microbienne. 

Jusqu'i une £poque rdcente, la grande majority des experiences de 
3 ginieginetique ontutilis££fc£Qlicommeorgamsmehdtepourlaproductionparvoie 
microbienne de prot£ines hfiterologues economiquement importantes. M£me si ce 
type de procddi est apparu satis&isant pour un bon nombre de protdines hitdrolo- 
gues, tous les e£forts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont 6t€ que partiellement couronnds de 
10 succfts. 

L'un des probl^mes majeurs associ£ k I'utilisation de £Qli reside 
dans le &it que cette bact6rie est, dans la majority des cas, incapable d'excrfter les 
prot6ines b£t£rologaes dans le milieu de culture et que ceQes-d s'accumulent dans 
le cytoplasme, le p6riplasme et les membranes. La protdine rechercb£e doh done 

15 toe s^parie des constituants cellulaires, ce qui conduit i des proc6d& complexes 
et codteux. De plus, K £Qli produit des endotoxines et des pyrogines qui peuvent 
contaminer les protdines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
%trc portde pendant la purification du taux r£siduel d'endotoxines dans le produit 
final, sp6cialement s'il est utilise comme mddicament 

20 Les proteines sdaetdes par leur h6te naturel perdent souvent lapro- 

piiete de se replier correctement si elles sont synthdtisees et accunniiees dans le 
cytoplasme. En general, la s6crdtion est requise pour permettre la formation des 
pontsdisulfures comme ceux presents dans la SAH. LefaitquelaSAHproduitedans 
El £Qli ne soit pas s6cr6tee conduit ainsi k sa precipitation intracellulaire sous forme 

23 insoluble". En consequence, aprfts extraction k partir des cellules bacteriennes, 
celle-d doit toe ddnaturee puis renaturee invitcQ. 

De plus,£a£Qline poss&de pas la macbinerie cellulaire permettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles sp6ci&- 
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ques des oigaiiismes eucaiyotes, y compris lliomme. En ce qui concerne la SAH, il 
sembte dtfiSdle d*e3cprixner & un taux sadsfaisant dans £^ sDi& pr£curseur naturel 
de SAH, €^est-2-dire la pr£pro-SAH. D'autre part, des proalbumines ardficielles 
dans lesquelles le g^ne de structure de la SAH a €x£ fusionn£ k des signaiix de 
5 86cr^tion d6riv6s des g^oes bact^riens pac ou smsA sont en g6n£ral maturds de 
fagon inconq>I&te Ue3q>ression de la SAH sans la pr6siquence, c'est-it-dire sous 
forme Met-SAH,montre que lerisidu methionine N-terminal n'estpasexdsipar 
la methionine aminopeptidase de£,£Qli (MAP) En consequence, la SAH de£» 
isdb^ prat pas etre obtenue som fonne niature in^^ 
10 par coupure txypsique, afin d*exdser une sequence leader derivfe d*un phage et ce 
aprts dSnaturation et renaturation ia^itm ^\ 

En oe qm concerne les autres hOtesbacteriens, des travaux concerxiant 
la secretion de SAH dans BactUus subtflis ont ete reoemment publies". Bien que 
cette etude indique qu'un organisme procaryote td que fi. suhtili& posside le 
15 potentielpoursecreterdesproteinesfauxnainesdehautpoidsmoieculairecom^ la 
SAH, eDe montre aussi que Fexcretion dans le milieu de culture ne peut etre obtenue 
qu'en utilisant des protoplastes de B. subtilis. c'est-2i*dire des cellules dont la parol 
ceDulaire normale a ete digeree par traitement enzymatique. De plus, le pouroen- 
tage de la SAH mpdifee est iiiversement proportiomiel au taux de proteine produite: 
20 li'desniveaiiid'eaqiressioneieves.laplusgrandepartiedeSAHrecombinantere^ 
SCTjgfnfrm^ ifWTnMtiirftM Pn niitrg^ mgnng donbeeooncemantlesprpprietespfaysico- 
dnmiques de la SAH recombinante de£. subtilis n*a ete mentionnee. D*autre part, 
le niveau ^excretion de SAH obtenn par ce miaoorganisme est tris faibte 
des quantites de SAH detectees par utilisation de methodes inm&unologiqu 
25 ks sumageants de culture''. 

' L'utilisationdesyst&mesmicrobienseucaiyotestelsqueleslevuresott 
les cfaan^ignons represente une alternative interessante d'utilisation dliAtes bacte- 
riens poiff la preparation de protiines heterologues. En effet, ces organismes pos- 



2635115 

6 

s&dent toutes les caract£ristiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, teUes que les cellules de mammif&re. En 
particulier, les levures sont capables de r^aliser les modificatioiis post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour FactivitS de nombreuses prot£i- 

3 nes.En outre,les levures sontbienconnues il'fchelle industrielle : ellespeuvent&tre 
cultiv£es k haute densitd cellulaire, elles ne sont pas pathog^nes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utills£es dans Tindustrie alimentaire depuis tr&s longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de manunif&res, les manipulations gin£tiques sur 
les levures sont facOes k r£aliser et les donn6es de la g£n£tique dassique et 

10 mol6cuIaire sont nombreuses. 

Le tenne levure est fr6quemment employ^ pour Saccharomy ces 
cereyisiae^ Qulevure duboulanger, quiconstituerunedesesp&ces lespluscomnnmes 
et les xiueux connues. II est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k I'esp&ce ^ cerevisiae. 

15 Las6cr£tiondelaSAH dirigte par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la cb61atine a pu &tre mise en Evidence dans S. cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des prot6ines totales ^. Toutef ois, le mat£riel 
reconnu par les anticorps anti-SAH d£crit dans cette £tude reste assdci£ & la cellule 
et n'est pas exports dans le sumageant de culture. De plus, aucune caract£risation 

20 ddtaill^e de la prot^ine recombinante n'est rapport6e. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utilisant un 
proc6d£ post-fermentaire lors de la fabrication de la bi^re a 6galement 6x6 
mentionn^e De nouveau aucune donn^e quantitative ou qualitative concemant 
le produit obtenu n'a 6t6 dtoite. De plus» ce proc&d£ conduit k Fexpression de Met- 

25 SAH, dest-i-dire d'un allele de la SAH d£marrant par Tadde amin£ m£tfaionine 
juste en amont de la sequence de ralbuxnine mature. L'absence d* une sequence 
signal empSdie la s£cr6tion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
Taocumulation d'une albumineintraceDuIairedontlastnicturetertiairen'ap^ 
caract6ris£e. De plus, Tabsence de methionine N-tenninale dans le produit final n'a 
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. . pas €vt montr^e. 

La i>r6scnte invention d£crit I'obtention de soucbes de levures modi- 
f6es par ginie g6n£tique pouvant toe cultiv£es en masse et cs^iable de produire et 
d*excr£ter efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
natnreUeJ 

Un systfeme Je3q)ressionpr6ftrt inylique des levures du genre Kluy> 
veromyces comme bdte et utilise des vecteurs d£riv£s du plasmide naturcl pKDl de 
K- marrianus var, drosophflarum, 

Les levures du genre Khiweromvces e t en particulier ]L mandanus 

10 (indiiazit les vaii6t6s lactis et mandanus qui, dans ce qui suit, vont ft tre appel6es 
lacris eU^ iragflis > sont des organismes importants et d'lm intdrftt conunerdal con- 
sid£rabk dam rindustiie biotechnologique. K- lactis et I^icagi^ 
ezeiiq>le,pour la production commerdale de Fenzyme lactase (p-galactosidase). Ces 
: levures sont capables de croltre sur lactoserum, un sous-produit majeur de Tindus- 

15 trie laiti^e* Flusieurs souches de Khiyveromyces sont utilis6es pour la production 
k gnuade ^chelle de *pr6t^ines d'origines imicelhilaire" (P.O.U.) qui jouent un rdle 
important dans Falimentation du b€taiL Enfin, les organismes du gerire Kluyveromy- 
ces sont menrionnfe sur laliste GJIA^ (fi^nerally^ecognizedAsSafe), ce qui re- 
pr£sente un fecteur important en vue de la production de produits de quality 

20 jdiannaoeutique. 

Qmtrairementaux prpgrftsinqmrtants r£alis£s dansledomainede 
la g£ii£tiqae molftculaire de jS. cercvisiac les techniques de manipulation g6n£tique 
fiW^tf d^vrfnpp^sqtier totmmem chez Kliiyvenmiyces .Trois types devecteurs 
de donage ont 6x6 d£aits cbez cet orgamsme : 

23 i) des vectcun int£grati& oontenant des s6quences bomologuesde 

r€^€m du gfoome de TQuyveipmy ces et qui, ^ris introduction dans les cellules, 
s'lnt^jgrent dans les Aromosomes de IQuyveromvces par reoombinaison in vivo. Uin- 
ttgration, bien qtt'6tant un £vinement tris rare n6cessitant la prftsenoe (fun 
marqueurde selection efEcace, est obtenuelorsque cesvecteursnecontieimentpas 

30 de sequence permettant une replication autonome dans la oeDule. Uavantage de ce 
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systftme est la stability des soucbes transfonndes, dest-i-dire le fait qu'elles puissent 
£tre cultiv£es dans iin support nutritif normal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sequences int£gr£es. Uinconv£nient est toutefdis que 
les genes mt£gr6s sont seulement presents k une ou, au mieux^ k un petit nombre de 
3 copies par cellule. Le faible dosage des gfenes rdsulte souvent enun faible niveau de 
production d'une prot£ine h£t£rologue. 

ii) des vecteun r£plicati£5 contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) d6riv6esderADNgfeomique de lQuweromvces sp- ^>^ (KARS), 
De tck vecteurs ne semblent pas tr&s int^ressants puisque leur segregation lors de 

10 la mitose est trfes peu homogfene, ce qui rfaulte en leur perte k un taux eieve, mfeme 
lorsque celles-d sont cultivees sous pression de selection. 

iii) des vecteurs replicatifs contenant des ARS derives de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lineaire " killer " pGH-l isol6 deX lactis 
soit du plasmide drculaire pKDl isoie de drosophilanim Les vecteurs conte- 

13 nant des sequences ARS derivees du plasmide lineaire " killer " n'ont pas d'utilit6 
pratique en vue de la production en masse de proteines heterologues puisqu* un 
milieu nutritif particulier est necessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40-99 % dans ime population donnee apris seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection^. Lesystdme vecteurleplusefBcacepourlatrans- 

20 formation du genre Kluvvemmyges decrit jusqu'alois est derive du plasmide 
endog&ne pKDl: des constructions contenant la sequence entiire de pKDl peuvent 
6tre transformees k haute frequence, sont presentes dans la cellule & 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stabilite assez eievee en conditions non 
seiectives.Neanmoins,refficacitedesvecteursdecritsdanslademandeEP 0241435 

23 demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure ou des fermenta- 
tions k recbelle industrielle requierent une stabilite du plasmide pendant au moins 
40 generations. MSmc le vecteur le plus perf ormant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donnee apres 
seulement six generations en milieu non seiectif ^. Bien qu'il soit techniquement 

30 possible de maintenir une pression de selection k grande echelle, Tutilisation d'un 
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mQieu s61ectif rdsulte souvent en une density cellulaire fortement diminuie, et 
ii£oessite k recouis & des soucfaes bien ddfinies ce qui rend cette approcbe moins 
attrayante et plus onireuse^ De plus, la demaxule EP 0 241 435 ne oontient pas un 
* ' seul cttmple d'expression de prot^ine h£t6rologue d'intgrit commerdaL En fait, le 
5 seulgtee'lk£t£rologue*dont.rexpresdonestd£mcmtr£e^ 

de pKDl e$i le gine yRA3 de la levure S . cerevisiae. n reste done & prouver que 
rintroducdon dans pKDl d*un g&ne non issu d'une levure« par exemple un gine 
d*brigine manuniftre, et sa suraq>ression dans Kluvveromvces n*entralnem pas une 
instabflit£ accrue du plasxnide. 
10 Un objet de la pr^nte invention est Tobtention de nouveaux vecteurs d'ex- 

pression capables de transformer des levures du genre Khiyveromvces et poss^dant 
des caract£ristiques de stability nettement sup£rieures & celles mentionn^es dans la 
demande EP 0 241 435 . S sera d6niontr6 que ies nouvelles constructions sont 
maintenues k bant nombre de cq;>ies dans 85-90 % des cellules sprbs SO g6n6rations 
15 de croissanoe en milieu non s^lectiL H est ainsi possible de produire des protdines 
b6t6rologues k partir de vecteurs multicopies stables en urilisant des soucbes 
industrielles du genre Klnyveronyces. qui ont 6x£ utilis£es pendant de nombreuses 
ann6es en raison de leurs prqpii£t£s optimales de croissance et k des densitds 
celhibires levies. 

20 La stabilit£ 61ev£e des vecteuis dfcrits dans la pr£sente invention a 6t£ 

obtemie en eq)lo]tant pleinemem les caract£ristiques du plaismide pKDl. Les 
vecteoxs d£riv£s depKDl di£E&rent de tous les autres vecteun conmis de Kluwero^ 
aqy ctt en ce qu'fls sont caract£ris6s par un syst&me qp£dalis£ de r6plication respon- 
. sable de km Qiaintien ^le ft himt nombre de copies. En 

2$ . r^idkaticHi (ARSX ce systftme conq)rend deux sequences r6p£t£es-invers£es, dia- 
cuse de 346 nudtetides de Icmg, et trois phases ouvertes de lecture (gtoes A> B et 
Q qui font partie int£grante du plasmide ^. Par analogic avec le syst&me plus £tudi6 
du piasmide de & cenevisiae qui est stnicturellement proche, les protiines cod£es 
par deux decesgfenes (Bet C) sont vniiscTnhlablementimpliqu6es dans la partition 

30 du plasmide lors de la mitose et pourraient jouer un rOle dans la regulation negative 
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du gine A codant pour une recombinase k site spi dfique (FLP)^. H a 6x6 montr£ 
que la recombinaison FLP-d£pendante entre les sequences r£p£t£es invers£es de 
I'ADN de 2 ^ £ait passer le plasmide d'un mode de replication r£gulier (un 
doublement des plasmides 2 }i par division cellulaire) k un mode de replication du 
5 type " rolling drde* (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule)^. Cette alteration du mode normal de replication est induite aussitdt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour pennettre la production de 
quantites sufGsantes des produits des g&nes B et £ qui agissent comme rdpresseurs 
du gfene A codant pom* la recombinase FLP, Par ce mficanisme, le nombre de copies 

10 du 2^ (et tr^ probablement de plasmides structurcllement semblables tels que 
pKDl) est maintenu & des niveaux eieves de fa{on autoreguiee et est independant 
de la presence d*un marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publies dans la demande EP 0 241 435 
soit contiennent seulementunepartie depKDl (A15) soitung&ne Ainterrompu (PI 

15 etP3 pour lesquelsle site dedonage PstI est situe dans la sequence codantedug&ne 
A ^ detruisant ainsi le systime de replication autoreguie qui est une des caracte- 
ristiqnes du plasmide risidant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la presente invention respectent I'integralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides deaits d-aprfts est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population ceUulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 

23 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'addes amines, la meme 
structure tertiaire et les memes proprietes physico-chimiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention conceme la creation par genie genetique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une fonne £acQement 

30 purifiable en utilisant des ceDules de levure comme hdte eucaiyote microbien. Le 
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proc6d£ de production est cai3Ct6ris£ par une excretion efficace de SAH mature, 
native dans le xniHeu de adture des dites levures» ce qui facOite consid£rabIement 
la purification de la pnniine recombinante. production 
coltivant des levures transfoim£es par un plasmide recombinant eomprenant une 
5 rigioD de d^bnarxBge de la. transcription et de la traduction f onctionnant efiScace- 
meht dans FbOte et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr6c6d6e d'un 
peptide signal dirigeant la prot^ine recombinante dans la voie de siaition desdites 
levnres.. 

Selon la pr6sente invention, les nouveUes constructions induent des 
[Q cassettes d'expression contenant le gine structural de la SAH. Les constructions sont 
habitueQement pripar^es de fa^on s^quentielle en employant les vecteurs appro- 
pri£s» jQsqu*& ce que les 61£ments indi^nsables k Texpression, la siaitipn, ou au 
maintien du plasmide soient combines pour former im vectcur qui pent alors &tre 
introduit daxis le (ou les) h6te(5) purifi£ (s) de fa^on ^ e9q)rimer et excr^tcr laprot6^ 
d6sir6e.Lesbdtes employ^ssont d*origine microbiologique eucaiyote,en particulier 
des levures» plus particuliitrement des genres Saccharoinvces ou Kluyveromvces et 
de pr£f6rence de Tespice Khiyveromvces maixiamis indiiant toutes ses vari6t£s, en 
inrticuller £. marxjanus var- lactis. Ainsi» selon la pr^sente invention* les construe- 
tioDS qui sont pr£par6es et dteites ont valeur d*ezemples dans les organismes 
20 eocaiyotes d*origine microbiologique, mais sont destindes de pr£f£rence & 

Les bdtes particuliers k employer seront priffirentiellement des 
sondies industrielles stables, atteignant des hautes densitis cellulaires dans les 
milieux q)piopri£s et caract£ris6es par un niveau 

25 La sequence eodante pour la SAH peut toe obteime de diverses 

faigoaSi laphis simple consistant k isoler des ARN messagers de foie humain et k 
syntbfttiserkurscopiesscnis forme d*ADNcompl£mentaire(A^ 
don£es peuvent ensuite toe modifi£es par di£r£rentes m£tbodes telles que la 
mntagei^in vitro. r^longatiQnd'amorces.la restriction, finsertiond'adaptateurs 

30 oula Bgatnre avec des oligonudtotides de raccord. La sequence oodante peut toe 
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adapt6e, par exemple, k Fusage des codons cbez la levure pour optimiser refficadt^ 
de la synthase protdique (traduction). 

Arextr£mit£N-tenxiixiaIe de la sequence pn)t£ique,unpeptidesign^ 
peut fttre introduit de fa$on k dinger la prot6ine en cours de syntb&se dans la voie 
5 de s6cr£tion de la cellule bdte. Cette s£quencc-signal peut correspondre k Texten- 
sion N-terminale naturelle de ralbumine ou peut fttre obtenue k partir de g&nes de 
levure tels que ceux codant pour la phdromone alpha ou la toxine * killer 

. De plus, une prosdquence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut 6tre intercal6e entre la sequence-signal de s6cr6tion et la sequence 
10 codante de Talbiunine mature. Cette sequence est nonnalement jointe k la sequence 
codante par rintenn£diaire d'un site de coupure d'une protease sp£cifique impli- 
quant en g£n6ral au moins deux addes aminds de type basique , de pr£f6rence Lys- 
ArgouArg-Aig. 

La cassette d'expression comprendra une r£^on de dfrnanage de la 

15 transcr^tion et de la traduction jointe k, Fextremite 5* terminale de la sequence 
codante, de &gon k dinger et k rdguler la transcription et la traduction de la dite 
s£quence.LediOKde ces regions promotrices peut varierenfonctiondellidteutili^ 
en particolier. G6n£ralement, ces sequences spnt dioisies parmi les promoteurs 
i6m€s des g&nes de levure. D'un intir&t particulier sont certaines rigions issues de 

20 g&nes gjlycotytiques de levure du type Saccharomyces ou IQuweroinyces. telles que 
les g&nes codant pour la phosphoglycdrate kinase (PGK),laglyc£raldefayde-3-phos- 
phatedesliydrog£nase,lalactase,r£noIase,raIcooldesfaydrog6nase,et&Cesr£^om 
deoontr61epeuvent&tremodifides, par exemple par mutagfafese in vitro, par rin» 
troduction d*£16ments additionnels de contrdle ou de sequences syntb6tiques ou par 

23 des delations. Par temple, des elements de regulation de la transcription, telles que 
les regions dites UAS Cupstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gfene GALIO de Si cerevisiae ou LAC4 de K- lactis peuvent 
etre utilises pour construire des promoteurs hybrides qui permettent de dissoder la 
phase de croissance d'une culture de levures de la phase d'ej^ression d'un g&ne he- 

30 terologueenfonctiondeIasourcecarboniqttedioisi.Uneregionpennettantunet^^ 
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nuoaison de la traduction et de la transcripdon fonctionnelle dam I'hAte envisage 
sera poatibimte en 3' de la sequence codante. 

cassette tfexpression ain» cbDStruite sera fusiomiie & un ou pl^^ 
sieurs marqueurs pennettant de s^lectionner I'hdte transfoTm6. Les marqueurs 

.5 pritiifs dans la levure sont des marqueurs dominants, c*est-ik-dire conf 6rant une r6- 
sistanoe k djes. antibiotiques comme la g£n6tidne (G418) ou tout autre compos6 
toodque tels que des ions cuivre,.dans la mesure oi^ ceux-d peuvent £tre utilis6s sans 
i^)£cifidt£ d%6te partidiUire. g&nes de resistance seront places sous 
de signaux appropri^s de transcription et de traduction dans Fhdte consid£r6. 

10 Uensemble constime par la cassette d'expression et par le marqueur 

de s£lecdon peut ttit utilise soit pour transformer l*hdte directemcnt, soil peut fttre 
ins6r6 sor un plasmide vecteur. Dans le cas d'une transformation directe, des 
sequences homologues k des r^^ons priseines sur un chromosome ou sur un 
plasmide r&adant sont fiisaonndes k cet ensemble. Les dites sequences seront situies 

15 de chaqoe odt6 de la cassette d'expression de fo^on k induire une insertion au site 
bomdogue par recombinaison in vivo . Si la cassette d'e:q)re5sion est insir^e sur un 
plasmide vecteur, elle devra £tre combin^e k un syst&me de rdplication fonctionnel 
dans lliAte consid6r6. Un svst^me de replication pr6f6r6 pour IQuweromvces est 
dtibfi da plasmide pKDl, initialement isoI£ de drosophilanim Un systime 

20 pritfifafe de replication pour Sacchflromvoes est derive du plasmide de levure 2 jl Le 
plaanide d'expression peut oontenir tout ou partie desdits systdmes de replication 
- on pent combiner des elements derives de pKD 1 aussi bien que du plasmide 2jl Les 
constructions preferees sont celles qui oontiennent la sequence entiere du plasmide 
pKPl lorsqne Pcsq^ression dans Khiweronyces est redierchee. Plus particuliere- 

25 ment, les oonstructions preferees sont celles oil le site d*insertion des sequences 
etrangiresdanspKDl est localise dans une region de 197 pbsimeeentrele site Sad 
. ^xjodon 4714 de la fonneBdepIO^l^etMstn (position 154 d^ 
pKDl ^ on & Fun de ces deux sites.. 

Pour phis de commodite, le plasmide peut etre un vecteur navette : 

30 comme tel, fl peut etre transfere k un hdte bacterien tel que £..fiQlL ou fl peut fttre 
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manipul^ plus facileinent que dans la levure k diaque £tape de construction Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
rbdte bact^rien sont requises. H est ^galement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de f agon qu'ils entourent les 
5 sequences bactdriennes. Ced pennet de supprimer Torigine de replication bactd- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut r£sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que S'-GGCCNNNNNGGCO 
3* (SET) ou ir-GCGGCCGC-S' (NotI) peuvent par exemple £tre utilises dans la 
1 0 mesure oh ils sont extrimemem rares chez la levure et gineralement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent fttre introduits sur le vecteur par mutag^- 
nise dirigte par oligonuddotide ou par Faddition d*oligonudeotides de raccord 
sp£dfiques. 

Une fois terminfe la construction du vecteur d'expression, celui-d ' 
15 sera introduit dam lliOte desire. Diversprotocole5detransfonnationont6ted£crits ' 
dans le cas des levures^'. Les transformants peuvent alors etre mis en culture dans 
un milieu approprie en vue de la production du produit redierdie. 

Si le produit recherche est la SAH excretee, il peut etre purine de 
diverses mani^res ^ partir du sumageant de culture. II peut etre ciyopredpite, extrait 
20 par chromatographie d*affinite, par eiectrophor&se ou par d'autres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine seaetee peut etre faite k partir d'une 
culture en ** batdi " ou en continu* 

Les exemples suivants , donnes & titre non limitatif, montrent com- 
ment I'invention peut etre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 

Techniques generales de donage 

Les methodes dassiques de biologic moieculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium - bromure d'ethidium, la 



2635115 

15 

digestionpar les enzymes de restricdon, r£lectrophor&se surgel, r61ectro£ludon des 
fr&gxbents d'ADN k partir de gels d*agarose, la transfonnation daQs£. £q1L etc, sont 
d6critcs dans la Ktt^rature 

Les exuymes de restriction ont ii€ f oumies par New England Biolabs 
5 (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les Ugaturcs, les fragments d'ADN sont s£par6s selon leur taille 
sur des gels d'agarose 0,7 % ou aciylamide 8 purifies par 61ectro61ution, extraits 
au pbinol, pr^dpit^ k Tdthanol puis incub^ dans un tampon Tris-HQ SO niM, 
MgO^ 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligasc 
10 du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments d'ADN ayant des extr£mit& 5' pro^mi- 
semes sont d£phosphoTyl6s par un traitement k la phosphatase alcaline d'intestin 
. deve»i(C3P,Pliannada)li37^Cpendani30minutesdansle tampon^ 
lOOndyi MgQ, 1 mMp ZnOj 1 mM, pH 10»5. mfime tedmique est ut^ 
13 Iadipba9liorylationdesextr£nut6&3'pro6niinentesoufrancb 

est de is minutes & 37t: puis de 15 minutes & 56^C L'enzyme est inactivte par 
cbauffige du m61ange riactionnel k 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de NaQ 100 inM suivi d'une extraction au ph£nol-chloroforme et d*une 
prfdpitatiod & r£thamd. 
20 Le remplissage des cxtr&nitis 5* pro^ininentes est effecmi par le 

fragment de Klenow de FADN p6l^£rase I ^£..£011 (Biolabs). La r6action est 
effeGtnfie&ten^>£ratureambiantependam 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mH dNTP& 0,4 mH MgS04 10 mM, ditbiotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albamine) 50 ug/ml, pH 72. Le remplissage des extr£mit6s 3' pro£minentes est 
25 effectu£ en presence de F ADN polymerase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricant La digestion des extr^mitds prodminentes est effectu&6e 
par traitement limits k la nud£ase SI (BRL) selon les recommandations du 
ftbricant 

I A itmtflg^p^ dirigde in vitro par oligod6soxvnucl6otides est effec- 
30 tute selcm la mitbode dtveloppfie par Eckstein et ooll.^ en utilisant le kit distribud 
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par Amersham. 

Les ADNs ligatures sont utilises pour transformer la soucbe rendue 
compdtente : £. soU MC1060 ( [JacIPOZYA], X74, ^U, alK. gtiAO ou TGI 
( Ila£BmA,B],5aBE,ihLl2dD5/FlffiD36,im ,la^ M15).UADN 

3 plasmidique est purifid k partir des transfonnants rfisistants k I'ampidlline ou & la 
tetracycline selon les cas. L'extraction de I'ADN plasmidique est faite selon le 
protocole ddcrit dans Maniatis et cell qui derive de la m€tbode de lyse alcaline 
d6crite par Bimboim ct Doly ^ . Pour Tanalyse rapide des plasmides, des lysats 
bact^riens sont pr6par£s selon la mftbode de Holmes et Quigley ^ et sont analyses 
10 par dlecuopborese sur gels d'agarose sans purification prdalable. Apr&s analyse par 
lej; endonuddases de restriction, les plasmides recombinants pr£sentant la structure 
d&ir^e sont pr6par^ k plus grande 6dielle selon le protocole de lyse alcaline ^ k 
partir de cultures de 0^ & 1 litre et purifi6s par une centrifogation isopycnique en 
chlorure de c6sium. 

13 Les transformations de£.k£y&avecderADN6trangeraiDsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de £. lg£tiS3ont dficrites dans le texte. 

Example 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUG- 
TURAL DE L4 pr^pro-SAH 

E.L1 Isolement d'un clone d'ADN compKmentaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants peimettant Texpression 

de la SAH dansJB. coli a €x£ d^crite en details dans la pr^cidente demande de brevet 
EP 0198745 En r6sum6, 1'ADNc a €t€ obtenu k partir d*ARNmpoly-A isolfis de 
foie humain selon la technique au tbiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis Fisolement de trois clones (pTlBll, pAA38 et p6D8 

23 figure 1) qui contenaient des fiagments cbevauchant du g&ne structural de I'albu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les r£^ons chmuchan- 
tes. Ces sites ont il€ utilises dans la reconstruction d'un done d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "pr6-pro". 
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EA2 Synthte de la s^inoice rignal de la SAH 

Dans le plasmide pXL276 (figure 2), dont la construction est ddcrite 
en detail dans la demandc de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fiisionnde en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (BBS) du gtM cn du bacteriophage lambda. Ced a g6n6r6 un site Ndel imm^dia* 
tement en amont du codon de ddnmrage de la traduction du gbnt de la SAH. 
pXLZ76 est utilis6 pour reconstituer la rfigion "pri-pro" de la SAH» laquellc se 
trouvait £tre tronquie dans FADNc juste en amont du site Ta(^ au niveau de Tacide 
amin6 M*. La reconstitiition est effectu6e en insurant un fragment d*ADN corres- 
IQ pondant k la s6quence signal de la SAH sous f oime de quatre oligod6Qxynucltetides 
de33-36 iMses de long (Sq32» Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndel de 120pbprovenant de pXL276 portant des signaux d'expression de ghnes d*E- 
jadientrelessitesEcoRIetAodduplasniidepUCS. LesiteTaqIestainsireconstitu£ 
. . ft rime ddiextr£imt6sderinsertion dans ceplasnddeappd£pXU 
15 petit fragment ISndin-TaqI portant leRBSetksi^ue^^ 

TaqI est ligatur£iayecle fragment Taql-IMdu done d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBll» oontenant I'extrdmite 5* de la SAH) entre les sites Hindm et PstI de pUC8 
pour donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit tn 
JKgaturant k fragment Hindm-PvuII de pXL299, portant le RBS (site de fixation de 
20 libosome) et la sequence pr£pro «SAH jusqii'au site PvuII, avec le fragment Pviill- 
EcoIU de pX]^6» portant le r^plicQD et rcxtr6mit£ 3' de la s6quence ^ 
SAH, et avec k fir^gmem EcoRI-ifindin de pXI^6 contenant le pro 
4). 

E.1.3 Creation d^ondteHindnienamontdacodonded^mam^delatradnction 
25 delaSAH. 

Dans le but d^obtezdr une cassette pr6pro- SAH pouvant etre fadle- 
ment intigrde dans des vecteurs d'expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
dtoit d-dessus, est cbangd en un site HindTTT par imitagdnfesc dirig^e par olig6> 
, dtoynndtotides. A oette fin, le fragment Hindlll-Bglll de pXL322 contenant 
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rextr£mit£ 5' du ghne de la pr£pro-SAH est sous-don£ dans M13mpl8 et mutage- 
xiis£ par hybridation de roIigod£o3^ud£otide synthetique S'-ATCTAAGGAAA 
TACMQ13TATGAAGTGGGT-3' k la matrice simple brin (les sequences souli- 
gn^es et en caractfere gras representent respectivement le site Hindin etle site de 
d6mairage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nucldotidique de la r£^on mutag£nis6e est ensuite v6rifiee. La sequence 
codantpour la SAH complete est reconstitute eninsirantle fragment Hindm-PvuII 
du phage mutag6nis6 et le firagment PvuII-Hindlll, contenant Textrtmitd 3' du g&ne 
structural de la SAH, dans le site HindUI de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindni de 1,87 kb contenant le 
g&ne structural de lapr£pro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
& son extr6mit£ 3\ La sequence conq)lftte du fi^gment Hindm ainsi que la sequence 
en addes anun6s de la SAH recombinante sont d^crites sur la figure 7. Une cassette 
Hindm contenant le g&ne structural de Met-SAH sans son signal de s£cr6tion est 
construiteen suivant lem&meprotocole saufqu'und£riv6M13duplasmidepXL276 
estmutag£nis£ &raide de Toligodtoj^nudiotide synth£tique5'*ATCrAAGGAAA 
TAC^A&ilEEATGGATGCACACAAG-S'. La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUCS donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fason similaire au plasmide pXL869. 

Exemple2 : CONSTRUCTION DE VECIEURS DE CLONAGE POUR Ui LE- 
VURE 

E2»l Isolement et pniification du plas^de pKDl 

Le plasmide pKDl pent fitre purifid k partir d'lme culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de IC drosophflanim U CD 51-130 
(collecdon U.CD^ University de Califomie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui decrit par Fleer et coll.^. Une culture de 1 Utre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est 
centrifug£e, lav6e et resuspendue dans une solution de sorbitol i;2 M, et les cellules 
sont converties ensph£roplastes enpr&ence de ^^molyase (300;ig/ml), dTDTA 25 
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mM, de phosphate 50 znM et de^mercapto ethanol (1 pg/mi). Apihs lavage dans 
um^ sohktioD de sorbitol 1,2 M, les ^biroplastes correspondant & 250 ml de la culture 
de depart par tube) sent resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 1^ M et on ajoute le 
mfiiw vbhxme de tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
Lbs topes siiivantes correspondent au protocole de lysc alcaline d£j& d6crit ^, k I'ex* 
ceptionde laprddpitation du sumageant en acetate de potassium qui est faite &23'*C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml d'isopropanoL Le matiriel obtenu est traits 
lLlaRNase(50}i/ml) ft37Cpendant20nunutes puisaveclaprot£inaseK(15Q;ig/ 
nil) dans une sohition de NaQ 0^ M, sarkosyl 0»5 % et dTDTA 25 mM pendant 1 
beure ft 6CfC Apr^ centrifugation en microccntrifugcuse Eppendorf, les suma- 
geants sont pr6dpit6s ft r6tbanol pendant 10 minutes ft -70°C, puis les culots sent 
dissous et FADN est purifii par. centrifugation isopycnique en gradient de CsQ en 
presence de bronmre f 6thidium. 

EU. Constiiictloii dn plasinlde pCXJL 

Uintcrmddiairc de construction pUC-URA3 (figure 8) consiste en un 
fragment HindHI de 1,1 kb contenaiit le gtoe URA3 de la levure S. cerevisiae ins6r6 
AifiK Jc site unique Narl du plasmide pUC19 Ijc firagment HindUI ddrive du 
plasmide pQ63 ^ qui a €tt dig6r6 par Hindm puis trait£ par le fragment de Klenow 
der ADNpolym£raseJd^£Qli pour g6n£rerdeseztr£mit£s£ranches.Le fragment 
Ho. 1 , na> cfmtenant 1ft gftne URA3 est purifii puis ins£r£ dans le plasmide pUC19 
Jni-meme caapi par Narl et trait£ par le fragment de Klenow de FADN polymirase 
I tfE. fidi Le plasmide pU&URA3 condent done : une origine de replication pour 
U mftinteiiam^ da plastnlde dans E, coli > le marqnenr de resistance ft rampidlline 
pmrlfts transformatiQns dans E. colL le gfttie lacZ contenant un poly-site de donage 
(EcoRI, Sad, Kpnl, BamHI» Xbal, Sall» SpU, Hmdm comme sites uniques) et le 
g^ng I]RA3 deS, cerevisiae servamdemarouenr deselection dans les mutants uiaA 
deKJ&£tis. 

Le jdasmide pCXIl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide pKDl insirde dansle site unique Aatll de pUC-URA3. Cette construction 
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a 6i6 obtenue en lin^arisant pKDl au site EcoRI puis eji traitant ce plasmide par 
le fragment de Klenow de TADN polymirase I JE. Ce fragment d*ADN est 
ligature avec pUC-URA3 prec6demment coup* par Aatll et traitd & la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
3 restriction EcoRI. Uissertion de I'ADN de pUOURA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun gine n^cessaire pour maintenir la stabiliti et le nombre de 
copies du plasmide Qc site EcoRI 6tznt situ£ h 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du ghnc BJ**). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
ceUulesdeK .lactis uraA aV a haute frequence, est amplifie ^environ 70-lOOcopies 
10 par ceUule et est maintenu de fagon stable meme en I'absence de pression de 
selection. Gr^ce k Torigine de replication apponee par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl pent egalement se repliquer dans £^ ce qui fadlite les dtapes de 
construction et de puriiBcation deplasmides. Les sitesuniques depCXJl sent les sites 
Hindm et SaH du po^te de clonage de pUC19. 

13 Construction d'une ftision entre le promoteur pkl de K. lactis e t le g^ne de la 

3'-aminoglycoside phosphotransferase de Tn903 

Uutilisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
£. lactis et d'autres esp&ces de Kluyveromyces reste limitee aux souches poitant la 
mutation uraA cbromosomique en tant que marqueur d*auxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrieUes de KluvverQmyces nous 
avons cfaoisi le g&ne de la 3'-aminoglycoside phosphotransferase (ap h [31-I) du 
transposon bacterien Tn9Q3 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insure dans pCXJl. Le gine de Faph conffere la resistance & 
la kanan^dne chez^..£Qli et rend les souches sauvages de levure rfsistantes k 

23 rantibiotique G418 (geneticine)» lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire^.Pour permettreune expression sufBsammentforte du gfene del' aph p our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de K lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du gint aph s ont remplace5j>ar le promoteur pkl isoie k 
partirdu plasmide «ckiller>» pGkl-1 oukl de K lacris .La construction delafusionpkl- 
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aph est efiectui e en plusieuis Stapes (figures 10 k 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI de 1^ kb du plasmide kl est sous-c1od6 entre les sites uniques Seal et PstI 
de pBR322, le plasmide recombinant sensible ^ Tampicilline et rfeistant k la t6tra- 
^dine est sppM pkl-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-dont de 1^ kb 
3 iKOviem d*une extr£mit6 du plasmide «ki]ler» lindaire et contient la moiti6 5* de la 
premifcre phase de lecture ouverle (ORFl) port6e par le plasmide kl et environ 220 
paires de bases en amont^. Comme le site Seal est situ6 seulement 22 paires de bases 
de reztr£mit£ gauche de kl (figure 10). le fragment Scal-PstI purifi6 k partir de gel 
d'agarose contient vraisemblablement la region promoteur enti^re de ORFl. La 
10 digestion de pkl*PS1535-£ avec Ddel donne un fragment de 266 pb contenant 17 pb 
proveoant de pBR322 lime de ses extr6mit£s (procfae de Seal) et les 11 premiers 
. oMlqns de ORFl AFautre eadrfo&iti.Aprteuntraitement par le fragment de Klenow 
H<> r APN polymerase I colL le fragment purifit est ins£r6 dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce deroier plasmide a ix6 obtenu en 
15 ]iis£rantun fragment EooRIdel^U) contenant leginefishprovei^ 
(Kanan^cin Resistance Gene Block™, Fharinada) dans le 
pUCl9. Le plasmide pUC-kan2QZ est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanlparXhoI suivied'unedigestionln^ 
fiandiesiniisd'uneligature amcle fragment Ddel depkl^ 
20 kfrBgmemdeKlenowdel'ADN polymerase Id*E.£S2li(figure ll).Cetteconsniic- 
don pennet d'obtenirune fiision en phase entre les 11 premiers addes amines du 
ghte ORFl du plasmide lin£aire kl et de re3dr£mit£ tronqu6e en 5* du gine aj^de 
."n^SQS, En fait, la joncdon entre ORFl et ai2b restore le douziime codon de aob 
(AGG) de sorte que oe aont les onze premien addes amines de ai2h.qui sont 
25 reiDpladb par les onze premiers, addes amines de ORFl de kL La s6quence 
confute du promoteur pkl utflis^ pour la fusion pkl- £i2h ensemble avec le ddbut 
du gine structural codam pour la ssii est indiqude sur la figure 12. 

Construction dn plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6nv€ du plasmide pCXJl 
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d^crit d-dessus. 11 est constiuit en coupant pCXIl par Hindm puis ea traitant par 
le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'£. fiolL Le plasmide lin€aris£ k 
extr£niit6s franches est ensuite ligature avec un fragment Scal-Hindl de 1,2 kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-'a^mfigore 13). La 
3 digestion de pUC-Kan2Q2 par Seal et HincII donne ime cassette de resistance & la 
kanan^dne k extr£mit£s francbes ne contenant plus le promoteur bact£rien d*ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, conflre la resistance k de tr&s bauts niveaux de 
G418 (> 2r5 g/1) dans les soudies de K la£ii&. Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut etre transfonne dans les souches deKL lactfsdr" ihaute fr6- 
10 quence, amplifii k 70-100 copies par cellule et maintenu de fagonstable enl'absence 
de pression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugu^e avec la presence 
d*un marqueur dominant efficace permettant la transformation de soucbes indus- 
trielles de Kluyveromvces font de pKan707 un vecteur de clonage tr&s peifoimant 
pour les levures du genre Kluweromyces. 

.15 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETIGN DE L' 
ALBUMINE DANS L4 tEVURE 

R3.L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH de la pi^prcKSAH 
sous contrSle du promoteur PGKd e Sm, cerevislae, 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fitigment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constitud des regions promotrices et tenninatrices 
du gSne PGK de S* cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment gdnomique 
Hindin d61£t£ d'unfragment de 1^ kb correspondant au gine structural et compre- 
nantune region comprise entre 1* ATG d'initiation de la traduction etie site Bglll 

23 localise 30 codons en amont du codon TAA spidfiant lafin de traduction^. Les sites 
Hindin encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite dfitruits et 
remplacds par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du terminateur PGK de transcription. Un site HindUI est 
introduit k la jonction entre regions promotrices et tenninatrices ; le site £tant 
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imtque, fl pennet (Tintroduire {acQement des gluts b6t6rologues. La sequence nu- 
^diotidique de cette region est indiqude sur la figure IS. Le fragment Hind m de 1,8 
. kbprovenant du plasmide pXL868 (voir E.13) et codant pour leg&ne de laMet-SAH 
est ensufte introduit dans le site Hindm du plasmide pYG12 pour domier le 
plasmid^ recombinant pYGlO. De Eason analogue, le plasmide pYGll (figure IS) 
est g€jitri par insertion dans le plasmide pYG12 d^m fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir E.13) et codaht pour la pr£pro-SAH. En cons£quence, 
deux cassettes d'cl9q>ressionSalI-BamHI d'lme taiDe d*environ3,6kbsontainsi cons- 
twiltes, mrnprenant le pnnnotear du gfene PGK de S. cerevisae (Ppog)- suivi dn gfene 
codant smt pour la Met-SAH soit poor la pr£pro-S AH et enfin la region oorrespon- 
dant an terminateur de transcription du gine PGK (TpQ,^. region induant le site de 
polyaddnylation du ARNm. 

E32 Constrnctlon des plasmldes d*expiressSon pYG19 et pYG23. 

Dans le but (Tintroduire les cassettes d'expressions d6taill6es d- 
dessus, dans le veaeur pKan707 r6plicatif diez Khiyveromvces. les fragments Sail- 
BamHlde3t6kb et provenant desplasmidcspYGlOetpYGll sont dansunpremier 
^ teQtp6S0ii$<lAD£s dans ks sites oorrespondantsduplasnn 
ainsi les constructions plasmidiques pYGlS (pr^o-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions interm&Saires permettent de disposer des cassettes 

fesqiressioii PyQK/^^*S^/^POK ^ ^m/P^^P'^^'^^/^fQfi ^* 
mentsde restriction Sall-Sad directemeni insurables dans les sites oorrespondants 
de pKm707 (figure 17). La digestion dece dernier par les en^mes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d*un fragment de 3S pb situ6 
en amont (hi gtnc de pKDL Les constructions ainsi obtenues appel6es pYG19 
(pr4pro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18)comprcmicntles cassettes tfexprcs- 
son PpcsAlSA/TpQp la sequence quasiment complete du plasmide pKDl de 
dit^ophilannn, les sequences permettant la replication autonome diez £. £q1L ainsi 
quelesginesoodaxttpourla^lactamaseetla3*-amin(^cosidepbospb^ 
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(sous contrdle jdu promoteiirpkl)»pennettant respectivement de s^lecdonnerE. coli 
en pr&ence d'ampicQline et K. lactis en presence de G418. 

Exemple4: TRANSFORMATIONDEIASOLTHEMW98^CDElLla£lisPAR 
LES PIASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET lA pr^pro-SAH 

3 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYGl9 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C ( alpha uraA arg A lysA. K-^ pKDl") deK lactis ^. Un6chantillon 
de cette souche a it€ diposi au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) ^ 
Baam aux Pays Bas selon les dispositions du trait£ de Budapest oii il a it6 enregistrd 

10 le / / sous le numiro CBS 88. La transformation s'effectue soft par 
la technique de formation de sph6roplastes initialement d£crite par I£nnen et coIL^ 
et adapt£e en consequence, soil en traitant les cellules enti&res par Fac^tate de 
lithium, ce qui £avorise Tincorporation d'ADN en presence de polyethyl&ne glycol 
(PEG) ^. Les modifications concemant la formation de spb£roplastes sont d6}k 

13 dficrites ^ • Lorsque la m6thode faisant intervenir I'ac^tate de lithium est ntiliste, la 
croissance des cellules se fait k 28°C dans 50 ml de miliea YPD, avec agitation et 
jusqu'Jl une density optique k 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont r^coltfes par centrifiigation k f aible vitesse, lav^es dans une solution sterile de 
TE (10 mM Tris HCi pH 7,4, 1 mM EDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'une solution 

20 d*ac6tate de lithium (0,1 M dans duTE) pour donnerune density ceHulaire d'environ 
2 z 10^ c/ml, puis incubies k 3ffC pendant 1 heure sous agitation mod£r£e. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension r&ultante de cellules 
comp^tentes sont incubees k 30°C pendant 1 heure en pr&ence d'ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap^ hs un choc thermique de 5 minutes 

23 k les cellules sont lav6es 2 fois par de Feau sterile, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau stdrile et transf6r6es dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfiision k AG'C (5ml) est ensuite ajoutde et imm^dia- 
tement coul6e sur boites YPD. Apris modification, une surcouche additionnelle de 
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5ml<k "tq>-agar"est ajoutfeet lesbottessont in^ &28^C Apr&s 18 i24beures 
ifincttbadoii, 0,16 ml (Tune solution de G418 (Genetidn SO mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6tal6e sor les boltes et des transformants sont con^is apr&s 4-5 
joun d'inaibation additionnelle 28°C 
.5 U^talcmcnt direct des cellules sur boltes YPD + G418(c'est-a-dire 

sans utiUser une surcouche additionnelle de top-agar) r6sulte en Fapparition de 

doxies de laiUe plus inq)ortante pour les ceDules transform6es de Kft 
dam, une ooncentraticm phis basse de G 418 (SO;ig/ml) est alors n6cessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de onitants partiellement rdsis- 
10 ' tants au G418 et provenant de ceDules non transfonn6es. De plus, re£Gcadt6 de 
traflsfonnation est an minimum 10 fois phis fiaiblc que fefficadtg observfie aprfts ex- 
. pressionph6tiotypiquepexidantl8&24heures. 

. EA2 StaUHt^mltotfqnedesplasmidesd'cqiresdondelaSAH 

LastabOit^initotique des plasmidespYG19 etpYG23est mesur£e au 
13 cours du temps aprte croissance en milieu non s^lecdf ; elle est d6termin6c comme 
6tant le rajq>ort entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
boltes YFD contenant 2S0;i£/ml de G418. Comme Tindique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgr6 Fexpression it baut niveau d'un 
gine h£t£n>Iogue : 40 & 4S % des cellules om maintenu ces plasmides aprte 40 
20 generations cellulaires en milieu non s61ecd£ 

EA3 Nhmm d^esqiiesslon et d'exotCipn de I'albomlne 

Les niveaux d'ea^ression et d'excrftion des cellules de 2L lactis 
MW9S^ contenant les plasmides pYG19 (prdpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
som d6terimii6s en fonctiiHi du temps aprte croissance & 28^C en miUeu YFD ets 
23 agitation oonstante. Les sumageants de culture sont obtenus par deux ccntrifiiga- 
ti(»K a>Ds6€utives (5 minutest 4000 puis 10 nnnutes i 1^^ pour 
£Iiminer tbote contamination dventuellc par des cellules. Un 6chantiDon du second 
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surnageant (OySml) estchauff£2L95"C pendant IS minutes puis m£lang6 iun volume 
£gal de tampon d*application contenant 0,125 M Tris HO, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto6thanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0.4 % bleu de 
bromoph6noL Quand une concentration desprotiines presentes dans le sumageant 
est soubaitde, 0,4 ml d'une solution k 100% p/v d'acide trichlorac6tique (TCA) est 
ajout6e & 8 ml de sumageant et les prot^ines sont pr6cipit6es sur glace pendant 1 
heure. Le materiel pr£dpit6 est r6cup6r6 par centrifiigation (20 minutes, 15 000 
tours/minute) puis resolubilis£ par chaufiage k 9S>X1 pendant IS minutes dans 0,5 ml 
dt tampon d'application contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % ^-ME, 2,3 
% SDS et 0,2 % bleu de bromopbdnoL 

L'e}[pressionintracelIulaire d'albumine est ddtect^e ^partir d'extraits 
ceUulaires pr£par£s comme suit : 0,25 ml 6quivalent d'un culot cellulaire (lav£ une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate ^ pH 7, 5 mM ^-ME, 1 mM 
ph^nylm^thylsulfonyl fluoride (PMSF), 2jjM de leupeptine, et 2 ^M de pepstatine 
A(Sigma). Apr^ addition de 0,5 mldebiIlesdearconium(diamgtre 0,45 mm), stoc- 
k£s en tampon phosphate (67 mM, pH 7) k 4*'Q les cellules sont cass6es par 7 
p£riodes de 30 secondes avec un brqyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoup£es par des p£riodes de refroidissement de 2 minutes 
sur glace. L'e£Ecacit£ de broyage des cellules est sup6rieure 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
ddpourvue de billes de zirconium est transferde dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lav6es 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembl^es dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation du tube pendant 15 minutes k 4°C k 12 000 g, on d£finit 
ainsi une fraction des prot£ines solubles (sumageant) et une fraction de pr6t£ines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualis£es et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon d'application apr&s dflution. Ces 6chantillons 
sont chaufi£s pendant 15 minutes &'95*^ et appliqu£s sur un gel de polyacrylamide- 
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SDS kBJS% pr6c£d£ d'un gel de concentration it 5 % puis soumis k une intensity 
de 25 mA Jus(pi*& ce que le bleu de bromoph6noI atteigne le bas du gel. 

La figure 20 moDtre le r^tat d'une experience ^ique qui permet 
d'^vahier Fexpression et Pexcrftion d*albmnine obtenue avec la soucbe de K lactis 
5 MW 98-8C transfonn6e avec Ics plasmidcs pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), et pYG 25 (vecteur d^pourvu de cassette d'expression), aprte croissance dans 
SO nd de milieu YFD sans G4 18 kTJS'C peidant 68 heures. Chaque ddiantillon cor- 
resppnd II 100^ de ailture originale et pennet de comparer les fractions sol^ 
les fraddons insolubIes» et le sumageant de culture, apr^ migration en gel de poly- 
10 aaylamide it 85% et coloration au bleu decoomassie. Une bandeprot6ique qui CO- 
migre avec de I'albumizie faomaine coromerdale (Sigioa) servant de r6f6rence de 
poids nKdtoilaire est detectable dans les ectaantfllons provenant des cellules trans- 
fonntes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les obBules contenant 
le vecteur pYG2S qui ne contient pas le gine de la SAIL On remarquera que, alors 
15 que la qoasi-totaliti de I'albumine e7q>rim6e k partir de pYG19 (pr6pro-SAH) est 
esqxirtee 'dans le sumageant de culture, toute Falbumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-S AH) est prdsente dans la fraction des protdines cytoplasmi- 
ques non solubles. plus, les r6sultats de la figure 20 indiquent que Falbumine 
tsaitie par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule prot6ine 
20 extiaceOulairepr6sente en quanritfe significativcs. Dans le sumageant d'une culture 
de transfomte avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 

pent atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EAA PAection immonologiqne de Palbnmine prpdnitc par K. lactis 

L'identiti des prot£ines qui co-migrent avec Falbumine extraite du 
25 plasma faumain peut £tr6 test£ par immuno-d6tection. A ce but, un gel de polyaoy- 
lamide est transf(£r£ sur filtre^de nitrocellulose (Schleicher et Sdiuell, 0,45 )im) en 
ntiKsant un appareil de transfert semi-sec (Biom£tra) dans un tampon de transfert 
0bntenant2SmMTdsbase, ISOmM glycine, et 10% mithanoLLe tempsde transfert 
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est de 30 minutes en utflisant un courant d'environ 0,85 mA/cm^ de surface de geL 
Apr^ transfert, le filtre est incubi trois fois 5 minutes avec SO ml de tampon A (5% 
poudrc de lait todmfi, 0,2 % Tween 20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM KQ, 
4,3 mM Na2 HPO J), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirig6s contf e la SAH ct dilues au 1/ 
1000.Apr&s3 ringagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immune Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajouti k raison d^me goutte pour SO ml de tampon A. 
Apr^incubationdufiltrependant30minutes,lefiltreestrinc£3 foispardu tampon 

10 B (0,2 %Tween 20 dans PBS) puis zncub6 en pr6sence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylde. Le complexe avidine/ piroxidase biotii^lie est pripar^ 
extemporan£ment en dOuant 1 goutte de cbacun des r£acti& A et B du kit dans S ml 
de tampon B, apr&s incubation k 23**C pendant 30 minutes. Le filtre est incube dans 
une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (SO ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rinc£ de nouveau par du tampon B pendant 3 p6riodes de 5 
minutes et mis & dgvelopperpendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml & 0,02% 
I^Oj et 10 ml d*une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NiCHj en 0,1 MTrisHapH7,4.Ler6snItat de cette experience (figure21) d€montre 
que K,la£^MW98-8C exprime (pYG23} et exa&te (pYG19) uneprot6ine recon- 

20 nuepardes anticorps polydonauxanti-SAH. Ce materiel antigeniqueest spedfique- 
ment assode k la presence d^ine cassette d'expression de Talbumine ; il n*est pas 
deteae dans des extraits cellulaires ou des sumageants de culture des levures 
transfoimees avec le vecteur sans cassette d'expression. 

EA5 anetiqned'excretiondelaSAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque ecbantillon correspondant 

^requivalentde 160pldesumageantde culture^lasecretionderalbuminebumaine 
se fait avec une dnetique relativement lente en erleimieyen Les niveaux maxinnmis 
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tfesdrition semblent avoir lieu apr^ 70 & 100 beures d'incubatioa d'lme culture 
inoculte initialement & lO^ oeDules/ml (Fig 22B, tdiantillons d£pos6s correspon- 
^mf k rfquivalent de 2S^ de suraageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n*est d£tectable entre 100 et 240 beures de culture, d£mon- 
^ 5 trant une remarquable stability de la SAH dans oes conditions de culture et de 
tenq>6Fatare. Puisqu'3 n'y a pas d*accumulation de mat6riel prot£olys£ durant cette 
■ p^riode, Q pcut £tre condu qu'aucune protiase extracellulaire n'est prfsente qui 
poiirrait d£grader ralbumine excr6t6e. 

Une repr6sentation graphique de la cinftique d'excrition (A), de 
' 10 mftme que la courbe de croissance de la soudse MW9&-8C transforxnie avec le 
pIasmidepYG19 (B)estnu«tr£eenfigure23;cesr£sultatsmontrentquerexCT£tion 

dft ra By™*™ lnwimin#> cnntmiife ap^ cpig 1^ ccllttlfts nnt attaint la phase station- 
naire de crcnssance. C^tte observation est en accord avec des observations a^ 
m.conoenumt d'autres syst£znes d'eiqmssion diez la levure ^. 

1^ EiempleS: FlTIUnCATIONDE lA SAH SEC31ETEE DANS I£ MILIEU 
CULTURE 

Dans une cq>£rienoe typiqne de purification, la souche MW9frSC 
transCDTxiite avec le plasmide pYG19 est cultivte en miUeu YPD pendant 72 beures 
. dans ksconditions standards d6j& d£crites. Un sumageant de culture {OJS litre) est 
20 d6barrass£ de toute contamination cellulaire par centrifugation et incub£ k 4X 
pendant 15minutesenpr£sencede60%d*£thanol(V/V).Lepr6dpit£estr6cupdr£ 
- par cenlnfi]gation,.redissous dans 10 inl d'une solution 50 mM Tris HQ pH 8,0, puis 
cbaig^sarmie oolonne de bleu TrisaayL Ualbumine bumaine est £lu£e de cette co- 
hmne par woe solution de NaQ 3M. ^r£s dialyse des firactions contenant la SAH 
23 oontre.50 phi Tris* ce]les<i sont purifiies sur colonne MONO Q (PharmadaX et 
£hi6es&iiiie concentrationdeNaa 0,25 M. Dans une demi£re£t24)e une cbroma- 
togrq>bieScperosel2(Fhannaria) permetd*obtenirdelaSAHpure&plusde99% 
(d* qnis ks r£sultats d'£iectropbor^ PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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Exeinple6: CARACTEWSATI0NDEL'ALBUMINESEC31ETEEETPU^^ 

Uabsence d'un test pennettant de mesurer in vitro les propri6tes bio- 
logiquesderalbuniinenesimplifiepaslaproc6durepennettantdejugerdelaquaU^ 
3 de ralbumine recombinante. Pour cette raisoD, apr&s purificatiozi, Talbumine excr6- 
t£e par Ktlacds est done caract£ris£e par plusieuis tests pbysico-chimiques et imma- 
nologiques. Ces tests d£montrent que ralbumine recombinante est s£cr£t£e par 
hsSk sous forme mature et dans sa configuration native : elle est indistinguable de 
la s£rum albumine humaine extraite du plasma pour tous les crit^res. 

10 E»&1 PAGE SDS : Coloration an bleu de coomassie et aux sels d'argent 

Ufilectrophorfese est effectufie en gel de polyaaylamide (7^ %) d6- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit pr6c6demment, ou grice i Futflisation d'un 
7hast gel" (Pbaimada, Figure 24 A). Diff£rentes quantit£s d'albumine recombi- 
nante ont 6x6 compares k une preparation conmierciale de Talbumine standard 
15 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'azgent (Figure 24 A ), montre l'homogen£it£ totale des 
£chantinons d'albumine de levure. 

E.&2 Isoaectrofocalisation 

Des focalisations isoflectriques sont effectu£es entre pH 4^ et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isoaectrique de la SAH recombinante est identique h celui de la SAH humaine 
ref&ence (pi = 4,8). 

E.6.3 PAGE en conditions non d^naturantes : r^v^lation immunolog^que 

L*£lectrqphor2se de la SAH recombinante dans un gel de polyaoyla- 
25 mide (10 %) non dfnaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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. r6v£lati(»| immunolotgique dans les conditions d£crites en section E.4.4 r6v&lent une 
co*migration avec 1' albumine standard extraite du plasma humain. Ced sugg&re trfts 
fortemeii^ que la maturation correcte de la pr£pro-S AH recombinante a lieu lors du 
processus de s£cr£tion inh£rent aux cellules de lactis , Aucune contamination avec 
. 5 de la SAH non matur6e n'est d6tectable ce qui implique que le clivage de la sequence 
. signal etde la region pro de la SAH s'effectue avec efficadti dans cettelevure. 

* EjSA Ckromatograptaie d^exdnsion molfoilaire 

Une chromatogr^hie d'exdusion mol^culaire est effectu6e avec une 
Superose 12 (Pharmada). Le dibit du tanqxm d'ilution (SO mM Tiis HQ pH 8,0) 
10 e^ maintemi k 1 .ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
. albumine Ftfirenceissujedu plasma buniain sont de 0,4 etlmg/ml respect!^ 
Aprts jdtpdt d*im volume de lOOjd, I'ilution de Falbumine est d6tect6e par mesure 
de rab60ipdon& 280 noL . Dans les deux caste vohmiied'i^^ identique (11,5 
. ml). 

15 EjSS Cbnmatograhled'icliaiiged'anioii 

UanTmnine recombinante est £lu£e d'une colonne Mono Q HR 5/5 
(Fharmada) kxmt concentration deO^l MNaCl, comme ralbuminerfefference issue 
du plimm Inmciain. figure 25 montre les profils dm)nmtograpU 
des injections de 100 jsl de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 

20 (Q»S mg/ml) utilisut une colonne 6quilibr£e enTris-HaSOmMpHSyOet dibit 

. constazit de 1 ml/minute. 

EjU Chromatographie en phase inverse 

Le comportement de I'albumine de levure en phase inverse est 
: fuudysisur une colonne Nudeosil(C4) avec les tanq>ons A (eau& 0,1% 
25 (ac£tonitrile&Q,l%TFA).Lafigure26reprisenter£luti6n,parungradiemde20 
80 % de B dans A, de Talbundne de levure qui posside le m&me temps de ritention 
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que ralbumine plasmatique. 

E.6.7 Composition en acides amines 

La composition en addes amines de la SAH recombinante est 
dftenmnScparchromatographie en phase inverse aprftshydrolyse adde(Ha)et 
5 d£rivatisation an PTTC. Les r£sultats obtenus par cette mithode indiquent daire* 
ment une composition identique k celle de Talbymine reference issue du plasma 
bumain. 

E.6JS Sequence N-terminale 

Uutilisation d'lm appareil automatism permettant la ddgradation 
10 d'Edman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-tenHinale de la SAH 
secr^ti e par K. lacds est Asp-Ala-His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Aig-Phe-Lys-Asp- 
Leu-Gly. La determination de cette sequence confirme done les r6sultats provenant 
des experiences d'fiectrophorise en gels nati& de polyactylamide, et dfimontre la 
maturation correcte ct complete de Talbumine secrfitde par la levure K. lactis. 

13 E.6.9 Fluorescence dn tiyptophane 

Avecune exdtation ^295 nm, remission de fluorescence de I'unique tryp- 
tophane poss&de le mfime maximum pour la SAH recombinante et I'albumine plas- 
matique (337 nm) indiquant un environnement hydrophobe identique au nivean de 
cet adde amine (figure 27). 

20 E.6.10 Stabitite tbennique 

Ualbumine reference (Sigma) et ralbiimine secretee par la levure ont 
une dnetique identique de degradation k 75°C (figure 28) ce qui sugg&re que les 
liaisons de stabilisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfiires) sont identiques dans les deux cas. 
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E£Al Affinity ^s-i-^ de diffi^mts anticorps monodonaux 

L'mtig£niciti de ralbumine recombinante a £t6 dtudiie avec diff6rents 
anticoips monodonaux dirigis contre ralbumine humaine. La figure 29 montre leur 
wpedSdtt : les anticoips HAIO. HAll et HA13 correspondent k dels Epitopes dont 
5 la ouikervation n£cessite l*int£grit6 de I'ensemble de la moUcule. Les anticorps 
' HA21,HAfi»HA4,HA3,HA8etHAlcone^ 

de la chahie peptidique de rextrimiti N k l'extr£mit6 C tenninale 

Le test utilis£ est nn test d'inhibition d'EUSA. Les di£f£rents anticorps 
son! adsoiMs SOT des plaques de polystyrene et une Gouibe de fixation d'albumu^ 
10 niarquieaveclaphosphatasealcalineest6tabUepourdiaqueanticoip^ 
* desatoradondediaque anticoips ontune allure sigmo 
xnarqu£e correspondant & SO % de fixation z £t£ cfaoisie pour £tudier I'inhibition de 
diacun des anticorps. 

Uinhibition a 6tt r6alis£e avecUichantillon d'albumine recombinante et 
1^ conquffte k celle obtenue avec \m 6cbantillon d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 nMjntrc que pour les 9 anticoips tcst6s. ralbumine recombi^ 
inhiUtrice que ralbumine native. Etant donn£ Fextrfime sensibility du test, les 
differences observ£es soot minimes. 

DESCRIPTION DES HGURES 

20 Les repifsentations des plasmides indiqu6s dans les figures ne sont pas tra$ies k 
rtcbeOe et seuls les sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiipits. 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu k partir de trois dones d*ADNc (voir 
texte) d6riv^es d*ARNm poly-A isolis de foie faumain. 
Hgure2: Reconstitutionde la sequence signal "pr6pro'del'aIbuinine^ partir de 
' quatre oligonuddotides synth6tiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3: Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
Figure 5: Construction du plasmide pXLSSS. 
Figure 6: Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nuclfotidique et en acides amines du fragment Hindm prove- 
5 nant du plasmide pXL869 et contenantle g&ne de structure de laprfipro- 

SAH. Les flSches noires indiquent la fin des regions "pr6" et "pro". 
Figures: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Hgure9: Construction du plasmide pCXJL 
Figure 10 :Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
10 Figure 11 :Construction du plasmide pUC*kan202. 

Figure 12 : Sequence nudtotidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 

Seal et incluant la jonction entre ORFl et pkl et la rfgion S' du gine bac- 

tirien codant pour Faminoglycoside phosphotransferase provenant de 

Tn2Q2. 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 :Courbede stability du plasmide pKan707 dans la soucheMW98-8C dans 

des conditions de croissance non-silectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGlL 
Figure 16 : Construction du plasmide pYGlS. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) ctpYG23 (Met- 
SAH). La sequence nuddotidique founiie en' dessous de chaque plas* 
mide indique la jonction entre le promoteur du gine PGK et les g&nes 
de structure des difEfirentes formes de SAH. 

23 Figure 19 : Courbes de stabOitd des plasmides pYG19 et pYG23 dans la soudie 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 20 : Gel de polyaoylamide-SDS kiJS% spr^ coloration au bleu de coo- 
massie demontrant Texpression et l'excr£tion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) d6pos6e k des concentrations croissantes ; O^^g, 0,6 fig, 2pg et 

6;igparpiste.pYG19 (pr6pro-SAH),pYG23 (Mct-SAH) etpYG25(vec- 
teur) : diaque piste correspond k une quantitf de prot£ine Equivalent k 
100 de la culture originale (apprax. 2 x 10^ ceDuIes/ml)« a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), sumageant de culture. 

35 Figure 21 rlmrnxmor^vflation d'un gel de polyacrylamide a 7^ % transf6r6 sur 
nitrocellulose comme ddcrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma hunsain (Sigma) qui a £t£ dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varices et pr£dpit£ avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme dtoit Les £diantillons de la gamme SAH ont done 6t6 
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traits de la xn&zne fa(on que les sumageants de culture. Dans les deux 
cas, les d£pdts de gel correspondent k des volumes Equivalents. 1), pr£- 
dpitadon & ixne concentration de 100 mg/1 ; 2), 50 mg/I ; 3), 25 mg/l ; 4), 
12^ mg/l ; 5). 0,6 mg/l. pYG19 (pr6pro-SAH) ct pYG23 (Mct-SAH) : 
cfaaque piste correspond k une quantity de prot6ines Equivalent klOyl 
de la culture originale(appro}L2x lO^celhiles/ml). a), sumageantde cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure .22 :Gel de polyaaylamide kSJS% aprte coloration au bleu de coomassie 
d6montrant la dnEtique de rexcrition de la SAH partir de la souche 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a itE* 
dissous dans du milieu YPD ides concentrations varices etpr6dpit6e 
8vec du TCA (S % concentration final) comme d6crit (voir l£gende de la 
figure 21). 1), prddpitation k une concentration de 6 mg/l ; 2), HJS mg/ 
1 ; 3), 25 mg/l ; 4), 50 mg/l ; 5), 100 mg/L pYG19 : excretion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en foncdon de Y&gt de la culture. 16 - 61 
heurescomme indiqu£. Oiaque EdiantOIon corre^nd iriquivalem de 
160^ de sumageant de culture. 

B» pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) dEposde k des 
concentrations aroissantes ; 0.4^g, 0,6;iig, 0,8;ig, l,0;ig et i;ip^ 
pYG19 : excr£tion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en foncdon 
' - dcFdge de la culture, 72- 240 heures conmie indiqu6. Chaque Ediantillon 
correspond 2i TEquivaient de 25 jil de sumageant de culture. 
Figure 23 : A, reprdsentatioD gr^hique de la dnEtique d*excr6tion de la SAH k 
pardrde la sou€beMW98-8Ctrai2sform£eavecle plasmide pYG19et 
cidtiv£e eii eilemneyer comme indiqu6 dans le texte. La concentration de 
Talbusnine d6tect6e dans le milieu de culture (mg/l) est representee en 
fonctiondu temps (heures). Les risultats de quatre experiences ind^pen- 
^ dantes sont rqyresentfe. 

B, courbe de croissance de la soudie MW98-8C transformie avec le 
plasmide pYG19. 

FIgine 24 : Techniques eicctrophorfitiques (S » standard, L = albumine de levure). 

A- PAGErSDS(Phast gel, Pharmada, gradient 8-25%) coloration aux 
8ds d'aigent S » 1 ;ig, L : de 0,05 & 025 ;ig 

B - Isoeiectrofocalisation(I^tgel,pH 4,5-6,0), colorationaubleude 
coomassie, dipdts = l^g. 

C - PAGE SI^ (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 
S 02 - 1,0 Jig, L » 0,25-2,5;ig 
Figure 25 zChromatograpfaie d'ediange d*ions « Mono Q (Pharmada). En bas: 
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SAH levure 40^g ; en haut : SAH standard 50 ;ig 
Figure 26 :Chroniatographie en phase inverse = Nudeosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectroin^tried'6mi5sionde{luorescencedutiyptophane.Entraitplein: 
3 SAH standard ; en pointilld : SAH levure. 

Figure 28 : Stability tbennique k IS^C. En trait plein : SAH standard ; en pointiQ^: 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de I'albumine reconnues par les diff£rents anticoips monodo- 
naux utilises pour la caractdrisation antiginique. 
10 Figure30 : Courbes d'inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monodonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (pg/inl) : □ , SAH standard ;■ . SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Proc£d£ de preparation microbiologique de la s£niin albumine humaine 
(SAH) ou de Tun de ses variants caract£ris£ en ce que Ton cultive une levure capable 
d*as5urer le maintien stable d'une cassette d'expression comportant au moins un 

3 marqueur de selection des levures transforni6es, I'ADN du g&ne de structure de 
SAHfusionn£ k des sequences permettant son expression dans la levure et £ventuel- 
lement rexcrdtion de la prot^ine encodee par ce g&ne dans le milieu de la culture. 

2 - Proc6de scion revendication 1 caractdrise en ce que la cassette d'expression 
est int^grde dans le genome de la levure. 

10 3 - Proc6de selon revendication 1 caract6ris6 en ce que la cassette d'expression 
fait parde d'un plasmide comportant un syst^me de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure . 

4- Proc6de selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracteris6 en ce que les 
levures sont cboisies dans les genres Saccharomvces et Kluweromvces- 
13 S- Froc6d£ selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractfirise en ce que la 
levure est dioisie dans le genre Kluyveromyces. 

6 - Proc6de selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracterisd en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varidtis de Kluweromyces marxianus, 

7 -Proc£d6 selon rune des revendications 1,2 ou 3 caraadrisd en ce que la 
20 levure est Kluyveromvces marxianus v ar. lactis, 

8 -Procdde selonl'une des revendications 3 &7 caract£risd en ce que le syst&me 
de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDl isoie 
de Kluweromvces marxianus var. drosophilamm ou tout ou partie du plasmide 2ji 
isoie de Saccharomvces cerevisiae ou une combinaison d'ei^ments derives du 

23 plasmide pKDl et du plasmide 2 ji. 

9 - Procede selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caraaerise en ce que le 
syst&me de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10* Procede selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caracterise en ce 
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qu*une cassette d'exprcssion selon la revendication 1 ou un inar^^ 
. est iosiH dans une region de 197 pb d^finie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 
' 11 -Proc6diseloD Tune desrevendications 1^10 caract£ris£ en ce que les se- 
quences pennettant I'esqiression du gine de structure sont cboisies panni les 
5 pFonioteuisd6riv£esdesgftnesdelevuresdugenre Sagcharomyccsou Kluweromv- 
ces. 

12- Proc£d£ scion rcvendication 1 1 caract6ris£ en ce que ces promotcurs sont 
ddriv&s des g&nes glycotytiques de levures du genre ^accharomyces ou Kluyvero- 
myces .- . ' 

10 ^ 13 - Proc6d6 selon rcvendication 12 caract6ris6 en ce que les siqucnccs 
permettant I'expression du g^ne de stnicture sont cboisies panni les g&nes codant 
- pour la pbosphogtycerate kinase (TCKX la glyc6 
gtaisc^ la lactase, renoiase ou Falcool desbydrog^nase. 

14 • Ftoc£d6 selon rcvendication 13 caract£ris6 en ce que les sdquences 
15 permettant Teaqyressiohdug&nede structure proviennentdu gine codant pour la 

, phospho^|yo6rBte kinase. 

15 - Frocid6 selon I'une des revendications 1 & 14 caract6ris£ en ce que les 
siqiiences permettant rjcxcrition de la prottine bet6rologue sont cboisies panni 
Feictension N-tenninale naturelte >r£pro* de I'albumine et les sequences obtenues 

20 ft partir des gines de levure codant pour la pbdromone alpba ou la toxine "kiUei^. 

16 - Ptoc£d£ selon rcvendication 15 caract£ris6 en oe que la sequence 
pennettaDl l*cxcr6tion de la SAH est 1' extension terminale naturelle '^r^pro" de I'al- 

■ buxnine. 

17 - Ftoc6d6 selon Ihine des revendications 1 & 16 caract6ris£ en ce que les 
23 siquenccs permettant la selection des levures transformdes sont cboisies parmi les 

gbncs ai^portant la r&istanoe aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6d£ selon rcvendication 17 caract£ris£ en ce que la sequence de 
s£lecdon est un gine iqqxinant la r6sistance k la G418. 

19 • Proc4d6 selon rcvendication 18 caract6ris4 en ce que la sequence de 
30 selection est une fiision entre le promoteur kl du plasmide lindaire de Kt kctis et 
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raminoglycoside phosphotransKrase du transposon Td903. 

20 - Le plasmide pYG19 caract6ris6 en ce qu'U comporte le plasmide pKDl, 
TADN de la pr6pro-SAH, les sdquences d'initiation et tfaixet de la transcription du 
g&ne codant pour la pbosphoglycdrate kinase et les sequences d'une fusion entre le 
promoteur pkl du plasmide lin£aire kl de Kluyveromyces lactis et le g&ne de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de Tz^2{£* 

21 - Le plasmide pYG23 caract£ris£ en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
I'ADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et d'air^t de la transcription du 
g&ne codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 
promoteur pkl du plasmide lin£aire kl de Ki marxianus var.Jg£lis. et le g&ne de la 
3'-aminoglycoside phosphotransferase de Tn2Q2* 

22 > La levnre K. marxianus var. lactis MW98-8C1 

23 - La levureK. mandanus var . lactis MW98-8C transform6e par le plasmide 
pYG19. 

24 • La levnre Kluyveromvces mandanus var. lactis MW98-8C transform6epar 
le plasmide pYG23. 

25 - La s^rum albumine bimiaine lorsqu'elle est obtenue par le proc6d6 selon 
Tune des revendications 1 & 19. 

26 * La s6rum albumine bumaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
conditions approprides de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 • Application de la s£rum albumine faumaine selon les revendications 25 ou 
26 k titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CX7L 
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ItetLysTrpValTh rPhel leSerLeuLeuPheLeuPheSerSerAiaTyrSe^ 

ARGCTTMPGKftGTGGGTitflCCTTI^TrTCC C T lC ' XT^ ^ 

1 XI 21 = 31 41 51 61 71 



LaBij3LysSerGluVal7klaHisAr^heLysAspIjeuGli^uGluJ^xiPheI«ys2^ 
0GI^GATCCACM:AM5A6TSAGG1TGCT^ 
76 86 96 106 116 126 136 146 

IleAlaFheAlaGInTyrLeuGlnGInCysProPheGluAsi^iaValLyal^ 
ATTGCCTTTGCrauSZATCTTCAGCAGTGTCCAIT^ 
151 161 • 171 IBl 191 201 211 221 

MaLysTte Ca^Vi&l AlaRapGluSerA^ 
2^6 . /236 246 256 266 276 286 296 

CysThrVSsilAlaThrLeuMrgGluaiirTyrGlyGl^^ 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GlrCyaPhoIiOnMSliiBisLysAsp^spAsnPrcAsnLeuPro^^ 
376 386 396 406 416 426 436 446 

Ihrftltfb^lsl^aid^nGluGlintiifhel^^ 

451 : 461: 471 481 491 501 511 521 

Tyr&laPjnoGluXeuI|euPhePheAl^ 
TR!roCCOCGGftRClCClYrJtrm'GCIM^^ 
526 . ^6 546 556 566 576 . 586 . 596 

AlaJ QagyaLaigigd ProLysLeuR^ 
.601 611 621 631 641 651 661 671 

PyaAlaSerLeuGliiLysPheGlyGluArgAlaPheLysAlaTxpAlaVal^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

LyaJOaGli^beAlaGlUValSerLysLeuVallhxJ^ 
751 761 771 781 791 801 811 821 

C J CA y JW UaCaGCTGMGiyCaWBGGOGG 
826 836 846 856 866 876 886 896 

LeoLysGluCysCysGIuLysProLeuLfiuGluLysSerHisCysIleAlaGlu^^ 
901. 911 921 931 941 951 961 971 

AlaABpLgufProjBer lcuiaaA latepPheValG liaS^ 
976 .986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPheLeuGlyMdtPbdLeuiyrGluTyxAlaArgArgBlsProAsi^ 
1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 
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AlaLysThrTyrGluThrThrl^uGluLysCysCysAlaMaAlaAspProHisGluCysTyrAlaLysV 
GCCAAGACATATGAAACO^TCTAGAGAT^TGClCTGCCGCTGCAm 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProLeiiValGluGluProGlnAsnLeuIleLysGlnAsnCys^ 
GATGAATTTAAACCTCOTCTGGAAGAGCCTCJWaaVATTK^^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GliiTyrLysPheGlnAsnAlaI«uI«uValArgTyrThrLysLysValProGlnV^ 
GAGTAOARTTCCAGAATGCGCtATlS^^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GluValSerArgAsnLeuGlyLysValGlySerLysCysCysAsnProGliaAlaLysArgMetProCy^ 

gaggtctcaagaaacczagg;^aa&gtgggc&gcaa;^ttg^ 

1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

J^pTyrLeuSerValValLeuAsnGlnLeuCysValLeuHisGluLysThrProValSerAspAr^al©!^ • 
GACIATCTATCCGTGGTCCTGAACXAGTTATGT(^ 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysThrGluSerLeuValAsnArgArgProCysPheSexJOaLeuGluValAspG 
TGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCGACCatt^ 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

Gl ^PheA snAlaGluTlirPheThrPheHlsAlaAspIleCysThrLeuSerGliaLysGlufl^^ 
GAGTTTATVTGCTGAAACATTCJ^CTTCCATGCAGA^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 1636 1646 • 

GlnThrAlaLeuValGlyLeuValLysHisLysProLysAlaThrLysGluGliiLeuLysAlaVa^ 
CMACTGCaCTIGTTGAGCTTGTGAMlCAC:?^^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

Phe&laAl aPheV alGlULysCysCysLysAlaAsptepLysGluThrCygPhe;aaG 
TTC6CAGCTTTT6T2UaAGAJ!^6IGCT 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyl^eu*** 

1801 1811 1821 1831 1841 1651 1861 1871 

1876 1886 1896 
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